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OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

La pr6sente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
parBcuiiferement, I'invention conceme des oligonucleotides capables de stimuler des 
5 cellules humaines intervenant dans le systfeme immunitaire, et A leur utilisation 
comme adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre d'oligonudSotides ont d6jd dScrits dans Tart ant§rieur, en 
relation avec leurs propriety immonostinriulantes. Ainsi, la demande EP046B520 
10 d^crit des polynudtotides immunostimulants constituSs par un simple brin d'ADN 
lin§aire comprenant de 10 d 100 nucleotides s'enchaTnant selon une sequence 
palindromique. 

Selon ia dennande WO 86/02555, Paclivlt6 Immunostimulatrice d'oIigonucl6otides est 
15 iiSe & ia presence d'une sequence dinucieotique 5* CG 3'. dans laquelle C n'est pas 
mdthyie, I'activite immunostimulante etant plus forte si le motif CG est pr^de en 5' 
du dinucieotide GA et / ou suivi en 3' du dinucieotide TC ou encore TT. 

Par centre, selon la demande de brevet WO 98/52962, il n'est pas nScessaire que 
20 les oligonucleotides aient un minimum de 8 nucleotides comme cela avait ete decrrt 
precedemment, ni que leur sequence soit un palindrome, ni mSme quils 
comprennent le dinucieotide CG; ainsi.cette demande decrit les 3 oligonudeotides 
sufvants pour leur utilisation en tant qu'adjuvant ^^ccinal: 
5' GACGTT 3\ 5' GAGCTT 3\ ainsi que 5' TCCGGA 3\ 

25 

Selon le brevet US 5,663,153, TacUvIte immunostimulante d'oligonudeotides n'est 
pas nee e la sequence des nucleotides, mars A la nature de la liaison entre 
nucleotides, la presence d*au moins une liaison phosphorothioate pemnettant 
dinduire une stimulation du systeme immunitaire. 

30 

La plupart des tests de i'art anterieur pour evaiuer I'activite Immunostimulante des 
oligonucleotides propc^te, sont effectues soit in vitro sur des cellules animales 
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(essenfellement des cellules murines), soit in vivo sur des souris* Cependant, tes 
differences existant entre le systSme Immunitaire de la souris et celui de T^tre 
humain, ont conduit A des differences entre les r^suttats obtenus sur des cellules 
murines et ceux obtenus sur des cellules humaines. II n'est done pas certain que 
5 tous les oligonucleotides ayant etS dScrits comme immunostimuiants dans i'art 
anterieur le soient rSellement vis-e->^ de r§tre humain. 

Or llndustrie phannaceuUque a un grand besoin dlmmunostimulants pouvant dtre 
administres k I'homme. notamment dans ie domaine des vacdns. 

10 

La pr^sente invention a done pour but de proposer des oligonucleotides oapables de 
stimuler des cellules du systeme Immunitaire de retre humain. 

Pour atteindre ce but, rinvention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
15 des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce quH oomprend au ' 
molns une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine, 
et Ni et N2 peuvent chacun representer {'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la 
Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinucieotide CG dans lequel la Cytosine C 
ne serait pas methyiee. 

20 

L'invention a egalement pour objet rutilisation d'un tel oligonucleotide pour la 
^rication d'un medicament 

Selon une caracteristique de invention, Toligonucieotide comprend de 6 e 100 
25 nucleotides. 

Selon une caracteristique particuliere, roligonucietide selon llnventlon est caracterise 
en ce que Ni represente I'Adenlne et en ce que N2 represente la Guanine. 

30 Selon une autre caracteristique, roligonucieotide selon l'invention est caracterise en 
ce que le motif 5' T T Ni N2 T T 3' est r6p6te au moins 1 fois. 
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Selon une autre caracteristlque, rollgonucl6otlde selon I'invention est caract§ris6 en 
ce que le motif motif 5" T T N, N2 T T 3' est r&p&b^ 2 fois. 

Selon une autre caracteristique, I'oligonuclfiotide selon I'invention est caract§ns6 en 
5 ce que ies motifs r6p6t6s 5' T T Ni N2 T T 3' sont s6pai6s par un nucleotide N3 qui" 
peut §tre & chaque fbis identique ou dHterent et qui peut repr6senter A, C, T ou G. 

Selon une caractdristique particulidre, l'oligonucl6otlde selon rinvention est 
caract6rls6 en ce que le nucleotide Ms s6parant Ies 2 premiers motifs TTN1N2TT lus 
10 lorsque la sequence est orientie 5'->3' reprSsente la Cytosine. 

Selon une autre caiacteristique, l'ollgonucl6otide selon I'invention est caractSrisd en 
ce qu'li comprend ia sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3', dans laquelle A 
repr§sente l'Ad6nir». T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine, et dans laquelle 
15 N3 peut s^nlfier A, T. C ou G. 

Selon une autre caractdristique, I'oligonucieotide selon I'invention est capable 
d'induire la proliieration des lymphocytes humains. 

20 Selon une autre caractSrIstique, I'oligonucldotide selon I'invention est capable 

d'accrottre I'exprassion du marqueur d'actlvation CD86 et du rdcepteur CD25 sur Ies 
lymphocytes B humains. 

Selon une autre caracteristique, l'oiigonuci6otlde selon llnvention est capable 
25 d'induire ta secretion de cytokines. 

Llnvention a ^galement pour objet un adjuvant vaccinal caractSrise en ce qu'li 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire possSdant au moins une sequence 
30 5" T T Ni N2 T T 3'dans laquelle T est la Thymine et, Ni et N2 peuvsnt chacun 
representer TAdenlne, la Thymine, la Cytosine ou ia Guanine, roHgonudeoUde etant 
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d^pourvu de sequence dinucl6otidique CG dans iaquelle la Cytc^ine C ne serait pas 
m6thyl6e. 

Linyention a ^galement pour objet une composition vaccinale d usage humain 
s comprenant au moins un antigens vaccinal caracteristo en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonudtotide capable de stimuler des ceflufes humaines du 
s^tdme immunitaire possddant au moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' 
dans Iaquelle T signifie Thymine et, Ni et N2 peuvent chacun repr^senter TAd^nine, 
la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, roligonucl§otide 6tant d^pourvu de sequence 
10 dinud^dique CG dans Iaquelle la Cytosine C ne serait pas iti^yl^e. 

La pr6sente invention sera mieux comprise d la lecture de la description qui va 
suivre, en rdf^renoe aux figures 1 d 11 qui illustrent les rteultats obtenus lors des 
tests dScrits aux exemples 2^7. 
15 En particulier, les Rgures 1 et 2 indiquent le nombre de Coups par Minutes obtenus 
dans le test de l*ExempIe . 

Les Figures 3 et 5 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le 
rdcepteur CD25, pour les oligonucleotides obtenus selon Texemple 1. 
De m§me, les Figures 4 et 6 indiquent ie pourcentage de cellules CD20+ exprimant 
20 lemarqueurCD86. 

U Rgure 7 indique le nombre de Coups par Minute obtenus dans le test de 
i'memple 4. 

La Rgure 8 indique le pourcentage de cellules CDIO-^ exprimant le r§cepteur CD25. 
pour les oligonuci&)tides obtenus selon i'exemple 4. De mgme, la Figure 9 indique le 
25 pourcentage de cellules CD20+ exprimant le marqueur CP86. 

La Figure 10 indique le nombre de spots mesur6s pour la s6cr6tion d'Interfdron y par 
des cellules stimuli en prteence des oligonucleotides ayant les sequences 9 d 12 
d6^ites i Texemple 4. 

La Rgure 1 1 indique le nombre de spots mesur§s pour la secretion d'lLIO par des 
30 cellule stimuiSes en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 d 12 
decrites e r Bcemple 4. 
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Par oligonucleotide au sens de la presents invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au moins 6 nucleotides. En effet. contrairemenl A I'enseignement de 
I'article intituld "CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-celi activation', Krieg et 
al., Nature 1995. on a lemaique quH n'6tait pas ndcessaire que l'oligonucl6otide ait 

s au moins 8 nucleotides. Par contra, la limite superieure de la taille des 

oligonucleotides n'est pas vralment detemninee. On peut cependant noter que. plus 1' 
oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile d effectuer iors des etapes 
de synttiese , et plus le prix de revient en sera eieve. D'autre part il est probable 
qu'un oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes e p6n6tfer dans tes 

10 cellules. Aussi, pour les besoins de la presente invention, on considere qu'une 
limitation de la taille de I'oligonudeotide e 100 nucleotides est appropriee. Get 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'aglr d'un 
oligodesoxyribonucieotide ou d'un oligoribonudeotide. On a obtenu de 
particulierement bons resuitats en utilisant un oligodesw^'bonucieotide. Les 

IS or^onucieotides convenant aux fins de Hnvention peuvent se pr^enter sous forme 
de phosphodiester ou. afin d'etre plus stables, sous fornie de phosphorotiiioates ou 
d'hybrides phosphodiester / phosphorotiiioates. Les oligonucleotides 
phosphorothioates sont oeux preferes. 

20 ^oligonucleotide selon I'invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire, telles que les lymphocytes B, les lymphocytes T, les 
mono(q^ et les cellules dendrltiques. Cette stimulation est appreciee notamment 
par la lymphoproliferati'on ou par {'expression de marqueurs. tel que le recepteur de 
c^kine CD25 ou encore le marqueur d'activation CD86 sur les lymphoc^es B. II est 

25 possible de seiectionner les oligonucleotides dlnterSt au moyen de tests difierents 
de oeux proposes dans la presente demande, e condition cependant qu'ii s'agisse de 
tests evaluant la capadte de stimulation de cellules humaines. et non pas comme 
dans la plupart des documents de i'art anterieur. de tests evaluant la capacite de la 
stimulation de cellules murines. II serait notemment possible de tester I'expression 

30 d'autaes marqueurs d'activation des lymphocytes B tels que les marqueurs CD69. ou 
I'expression de marqueurs de proliferation tels que le marqueur KI67; des tests 
relatife e I'augmentetion des marqueurs d'activation et de maturation des cellules 
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dendritiques pourraient ^atement Stre utilisgs. De m§me, des tests permettant 
I'appr^dation de Taugmentation de production de certaines cytokines peuvent 
§galementgtre utilises. 

5 Selon une caract^ristique de {'invention, roligonucl6otide oomprend au molns una 
sequence nuci6otidIque 5" T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T signifie Thymine et, Ni 
et N2 peuvent repr^senter chacun ['Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. 
Cette fontiule couvre ainsi 16 possibilitSs. Cette sequence peut dtre 5' tenninale, 3' 
temninale ou dtre entouF§e par d*autres nucitotides. Ble peut dtre unique ou r^pdt§e 

10 plusieurs fbis d Tidentique d rint§rleur d'un m6me oligonucleotide. Un oligonucleotide 
selon {'invention peut §galement comprendre plusieurs sequences dfffdrentes 
correspondent chacune au motif 5' T T Ni N2 T T 3'. 

Selon Hm^ntion, Poligonucieotide ne comporte pas de sequence palindromique. 
15 Malgre cette absence de sequence palindromique, un tel oligonucleotide est capable ' 
de stimuler des cellules humaines du s^teme immunitaire. 

Selon une caracteristique, roligonud6otide selon Tinvention est ddpourvu de 
dlnucieotide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas mdthyiee. Cette exdusion 

20 s'applique dgalement au motif N1N2. La capactte des oligonucleotides de Part 
anterieur d dtre immunostimulants a presque toujours ete interpretee comme liee e 
la presence de motifs CpG non metiiyies (Cf. notamment Tartide de Krieg et al dans 
Nature d'avril 1995 cite d-dessus), cette interpretation etant en coherence avec 
fobservation selon iaquelie la frequence de ce dinucieotide 6tart einviron 4 fois plus 

25 importante dans le genome des bacteries que dans celui des vertebres. De fa^on 
surprenante. on a maintenant trouve que des oligonucleotides entierement 
depouiVus de ce motif dinucieotidique etalent cependant parfaitement capables de 
stimuler les cellules du systeme immunitaire humain. 

30 Selon un mode de realisation particulier de la presente invention, le motif N1N2 

correspond au dinucieotide AG, dans lequel A signifie Adenine et G signifie Guanine. 
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Selon une caractferistlque avantageuse, le motif 5* TTAGTT 3' est r6p6t6 au molns 
une fbis dans l'oligonud6otide. et de pr§f6rence au moins 2 fois. De prfeferenoe 
encore, lea motifs rdp^tSs sont sdpar§s parau molns un nuclfeotide N3, qui 
repr6sente PAd6nine. la Cytosine, la Guanine ou la Thymine. A I'intirieur d'un 
5 oligonucteotide. ce nucleotide de separation peut §tre toujours le mSme, ou 6tre 
different & cheque fois. De pr6f(§renoe. le nucleotide separant ies 2 premiere motife 
TTAGTT de l'oligonucl§otide. (lorsque I'on consider© le sens de lecture S'-^") est 
constitue par la Cytosine. 

De fa^on partlculiere, Ies oligonucleotides dont ies sequences nucieotidiques 
10 rfepondent e la fomiule 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3". dans laquelie 
reprteente A, T, C ou G, sont ceux pieferes au sens de la prSsente invention. 

Selon une caracteristique particuliere, I'oligonucieotide selon finventlon estdepourvu 
ou appauvri en sequence nucieotidique capable d'inhiber Ies cellules du systeme 
15 immunitairB humain. En effet afin d'obtenir un effet global Immunostimulant. si des 
motife inhibiteurs ou neutralisants tels que. par exemple, ceux decrits dans la 
demande WO 98/52581 sont presente, il faut que leur effet soit supprime ou rfeduit, 
grdce e la presence d'une sequence e effM Immunostimulant plus pronqnce, ou 
grace e la presence d'un plus grand nombre de sequences 5' T T Ni N2 T T 3'. 

20 

La presente invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5' T T Ni Nz T T 3' tel que mentionne ci-dessus. Par adjuvant vaccinal, on entend 
un produrt qui pennet d'accroltre ou de modifier la reponse du systeme immunitaire 

25 d'un organisme vis e vis de i'administration d'un antigene. En particufier. II peut s'agrr 
d'une augmentation de la reponse humorale ou de la reponse cellulaire. 
L'action d'un adjuvant vaccinal peut egalement dtre, non pas une augmentation de la 
reponse qui se produirait en Tabsence d'adjuvant, mais une orientation differente de 
la reponse produite : par exemple, orientation vers une reponse cellulaire plut6t 

30 qu'une reponse humorate, production de cer^nes cytoldnes piut6t que d'autres. 
production de certains types ou sous-types d'anticorps plutOt que d'autres, 
stimulation de certaines cellules plutdt que d'autres. etc... 
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L'oligonucldotide immunostimulant de la pr§sente invention peut §tre utilis§ comma 
adjuvant vaccinal quelle que solt la nature de I'antlgfene admlnfetr6 et quel que soit le^ 
nombre de valences utilisies. II peut etre le seul adjuvant utins6 ou. au contraire, 
dtre un dl6ment d'une combinaison adjuvante. 

L'action adjuvante de I'oligonuclSotide selon I'invention peut£tre obtenue, soit 
loraqull est associ^ d I'antigdne ou aux antigdnes lors de leur administration. i.e. 
lorsqu'ils font partie de la mSme composition vaccinaie. soit lorequll est administr6 
s6par6ment de Pantigdne ou des antig^nes. On pr6^re cependant rutiliser dans la 
mdme composition vaccinaie que I'antlg^ ou les ant^nes 6 administrer. 

L'oligonucl6olide selon I'invention peut avantageusement fitre administr§ partoutes 
les voies susceptibles d'dtre utillsdes pour une composition vaccinaie: vole 
muqueuse ou voie systimique. 

L'un des objets de I'invention est une composition vaccinaie comprenant au moins 
un oligonuddotide immunostimulant a^nt une sequence 
5' T T NiNa T T 3' telle que d^crite d-dessus. 

Une composition vaccinaie selon I'invention peut itre destinSe d I'immunisation 
centre une seuie matedie. ou destinde d rinununisation centre plusieurs maladies. II 
peut s'agir d'une composition vaccinaie liquide ou d'une composition lyophilisSe. Elie 
peut comprendre, outre les antigSnes, tout ou partie des cmnposants habituellement 
presents dans un vacdn tels que tampons, stabilisants, conservateuis, ...etc. Elle 
peut 6galement comprendre un ou plusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de 
la presents Invention. Elle peut ^element comprendre plusleure adjuvants objets de 
la prSsente Invention, constituSs soit par des ol|gonucl6otides ayant tous le mfime 
motif 

5' T T Ni Na TT 3' mals se diflftrenciant par les nucleotides en 5' et/ou en 3', soit par 
des oligonucleotides ayant des motifs 5' T T Ni Na T T 3' difterents, dont les 
sequences en 5' et en 3' sent Identiques ou differentes. 



wo 00/75304 



PCT/FR0(i/DlS66 



La composWon vaccinate selon invention peut §tre destinSe & une administrabon 
piophylactique ou d une administration th§rapeutique. 

La composition vaocinale selon Tinvention peut 6tre fomiul6e de manifere k optimiser 
I'action adjuvante de l'ollgonuc!6otide olajet de I'invention. Ainsi. roligonucl§otido peut 
6tre coupte d un lipide, te! que le cholesterol ; it peut etre int6gr6 dans une Emulsion 
de type huiie / eau ou fomiuid sous fomne de liposomes. 

Les exemples qui suivent illustrent des modes de rtelteation particuliers de la 
prteenfe invention. 



Exemoie 1 :Svnth6se des olioonuclfeotides 

On synthStise 15 oligonucleotides ayant chacun un des motife suivants : 
5'TTAATT 3' ^ 



5'TTACTT 3' 
5'TTATTT 3' 
5'TTAGTT 3' 





TTCCTT 3' 
TTCATT 3' 



TTCTTT 3' 
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6'TTGGTT 3' 




5'TTGATT 3' 
5'TT6TTT 3' 



SdrleG 



S'TTGCTTS* ^■ 
Et ayant 4 Adenine en 5' et 5 Adenine en 3'. 

La synthase de ces oligonucltotides est r§alis§e au moyen d'un automate 
5 synthStseur foumi par Applied Biosystems qui met en csuvre la m^thode chlmique 
standard au phosphoramWite et qui comporte d cheque cyde une dtaped'oxydation. 
qui est r§allsSe au moyen d'une solution t6tra6tiiyfthiuram / ac§tonltrile pour obtenir 
une iiateon phosphorothioate. 

10 On prSpare en outre, de la m§me fagon, un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Cet oligonucleotide est 
un t6moln n6gatif car il n'entraTne ni profiferation ni augmentation de Pexpresslon des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes B. 

IS On prepare egatement un oligonucleotide 3Db(S) dont la sequence est identifiee 
dans la demande de brevet WOg6^2555 sous SEQ ID N°1S 
(5'GAGAACGCTCGACCTTCGAT3' ); cet oligonucieot'de comporte des liaisons 
phosphorothloates sur toute sa longueur et est utilise comme temoin positif. 



20 



Tous les oligonucleotides sent maintenus en solution dans du tampon PBS. 
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Exemole 2 : Test de LvmphoDronf^ration 

On isole des lymphocytes d partir du sang p6riph6r1que d'un donneur, en proc6dant 
d une centrifugation sur un gradient de Rcoll. Ces lymphocytes sont ajust§s d 2.10' 
5 cellules / ml dans du milieu de culture (RPM1 1640 + 10% de S6njm de Veau Fcetai 
ainsi que de la Glutamine, de la Streptomycine et de la P6nlcilline). 

Les cellules sont distribu^ en plaques 96 pufts (fond rond) sous 100 ^1. soft 
2.10^ cellules par pults. On ajoute ensuite lOOpI d'une solution 4mM 
10 d'oligonucl6otides d tester produites d I'exempfe 1 (1 seul type d'ofigonucl^otide par 
pults) afin d'obtenir une concentration finale 2 pM. 

cellules sont incut)6es pendant 48 d 72 heures. 

15 La Thymidine tritite (Amersham TRK 120) est dllu6e dans du milieu de culture puis 
distribu^ dans les plaques d raison de 1 |jOi par pults sous 50 pi. Apr^s 7 d 8 
heures d'Incubatlon d rstuve (5% C02. 37''C). les plaques peuvent €tre congelSes & 
SO'C et tratttes pkis tare!. 

A I'aide du "Haraester", on rteolte le contenu des pults sur des plaques Unifilter 
20 GF/C et on realise 6 lavages en ctu distill^ puis un lavage en 6thanol 70% afin de 
prgcipiter I'ADN. 

Aprte sdchage des plaques. 25 \A de llqulde scintlllant (Micro8Cint-40, Packard) sont 
distribu6s dans cheque pults et pemnettent de quantifier la radioactivity 
(rayonnements 6mls par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) 
25 6mis par cheque puits sur le compteur Top Count (Packard). 

Les rdsultats obtenus pour chacun des oligonuddotides testes sont repr6sent6s sur 
les figures 1 et 2, qui indkijuent, pour cheque oligonucl^tide test6 le nombre de 
coups par minute; on remarque que tous les oligonucleotides selon I'lnvention ont un 
30 r6suitat nettement sup^rieur au rSsultat obtenu avec le milieu seul ou le t6moin 
nSgatif A15(S), ce qui signifie qu'ils sonttoi^ capables de stimuier la proliferation 
des lymphocytes. 
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Exemple 3 : 

Test relatif aux maroueure d'acBvation 

5 

Le test est efTectu6 d partir de lymphocytes Isolds d 'un donneur comme dScrit d 
Texemple pidcMent. et ajustte A 2.10^ cellules/ml dans le mdme milieu de cuKure. 

Les cellules sont ensute distributes en plaques 12 puits sous un volume de 2 ml, 
10 soit 4.10" cellules /puits. On ajoute dans cheque puits une quantity 

d'oligonudSotides d tester pr6par§es d I'exemple 1 (1 oilgonucldotide / puKs) 
suffisante pour obtenir une concentration en ollgonuoltotide 2 mM. Puis les cellules 
sont incubdes pendant 72 heures d 37°C. Les cellules sont ensu'rte doublement 
marqufees au moyen de CD25PE / CD20FITC ou CD86PE / CD20FITC puis 
IS analys6es sur FACScan. Les rSsultats obtenus sont illustr6s sur les figures 3. 4, 5 e! 
6 qui repr6sentent pour chaque olrgonuddotide le pourcentege de cellules B 
(CD20+) qui expriment le r6cepteur CD25 ( celles qui sont CD25+)ou le marqueur 
CD86(celles qui sont CD86-i>). Les r§suRats repr§sentte sur les figures 3 et 4 ont 6t6 
obtenus lors d'un test rdalted un moment different du test dont les i^uttats sont 
20 illustrgs sur ies figures 5 et 6, ce qui explique la diffdrance d'ordre de grandeur des 
rtouKate obtenus. En eftet, dans ce genre de manipulations, les teste sont trds 
variables d'un dosage d I'autre. seuts les rdsultate obtenus lors d'un mdme test sont 
comparables entre eux, d'oCi la ndoessite d'Inclure Ioib de chaque test, un 
ollgonucldotide-temoin ainsi qu'un dosage du milieu seul. 

25 

On remarque que tous les oligonucleotides objete de rinvention activent les 
lymphocytes B qui expriment leur marqueur d'activatlon C086, ainsi que le rdcepteur 
de cytokine CD25. 
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ExemDle4: 

On prepare, de la m§me maniSre qu'd i'exemple 1. une s§rie de 16 oUgonudSotides 
5 dont ies sequences sont les suivantes: 





Seq 


id 


1 : 


5' TTAGTTATTAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


id 


2 : 


5' TTAGTTATTAGi 1 1 1 lAGTT 3* 




Seq 


Id 


3 : 


5' TTAGTTATTAGTTCTTAGTT 3' 


10 


Seq 


Id 


4 : 


5' TTAGTTATTAGTTGTTAGTT 3" 




Seq 


Id 


5 : 


5' TTAGI i 1 1 lAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


6 : 


5' TTA6 1 1 1 1 1 AGTTTTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


7 : 


5' TTAGI 1 1 i lAGTTCTTAGTT 3* 




Seq 


id 


8 : 


5' TTAG 1 1 1 i TAGTTGTTAGTT 3' 


15 


Seq 


id 


9 : 


5* TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


id 


10 


: 5' TTAGTTCTTAGT 1 1 rTAGTT 3' 




Seq 


Id 


11 


: 5' TTAGTTCTTAGTTCrrAGTr 3* 




Seq 


Id 


12 


: 5* TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 




Seq 


id 


13 


: 5' TTAGTTGTTAGTTATTAGTT 3' 


20 


Seq 


Id 


14 


: 5' TTAGTTGTTAGTTTTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


15 


: 5' TTAQTTGTTAGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


16 


: 5' TTAGTTGTTAGTTGTTAGTT 3' 



Ces oligonud^otides sont de type ptiospiiorotiilate sur toute teur longueur. 

23 

Exemple 5 : 

On dvaiue la capacit6 qu'ont les oligonucleotides pF§par6s d I'exemple 4 d'induire la 
30 proiifSfBtion des lympliocytes humains giSce d un test de iympiioproliferatlon tel que 
ceiui d6crit d Pexempie 2. De la m6me iagon qu'd i'exemple 2. la concentration en 
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oligonucleotide par puits est 2pM, et les t^moins sont ronstituds par te milieu seul, 
I'oligonucl^otide A1 5(S) ainsi que roligonucldotide 3Db(S). 
Les r^ttats obtenus, exprim§& en Coups par Minute, sont repr6sent6s d la Figure 7 
qui montre que tous les oiigonuciSotides seton {'invention sont capabias d'induire la 
s proliferation des lymphocytes et que de particuii&rement bons rSsultate sont obtenus 
lorsque les sequences des oligonucleotides sont celles identifiees paries Seq Id 9 d 
12, i.e. lorsque la Cytoslne sSpare les 2 premiers motifs TTN1N2TT de 
roligonucl6ofide. 



10 

Exemole 6 : 



On evalue la c^padte qu' ont les oligonucieotidGs prepares d I'exemple 4 dlnduire 
Texpression du marqueur d'acHvation CD86 et du recepteur CD25 sur ies 
IS lymphocytes B. Cette evaluation est eftectuee gr§oe au test dec^ d rexemple 3. 
resuHats obtenus avec les oligonucleotides prepares seton i'exemple 4 sont 
representes sur les Figures 8 et 9 qui illustarent les pourcentages de cellules B 
(CD20+) qui expriment egalement ie reoepteur CD25 (Figure 8) ou le marqueur 
CD86 (Figure 9). 

20 Las resuttats obtenus dans ce test confimient ceux obtenus dans le test de 

lymphoproliferatlon: tous les oligonucleotides selon Unvention indulsent Pexpression 
de marqueurs d'activation sur les lymphoc^es B humains; de particulierement bons 
resuKats sont obtenus lorsque les 2 premiers motife TTN1N2TT de roligonucieotide 
sont separes par une Cytosine. 



.temple?; 



On evalue la capadte qu' ont les oligonucleotides selon la presente Invention e 
30 indulre la secretion de cytokines. 

Pour cette evaluation, on isole des lymphocytes e partir du sang peripherique d'un 
donneur, en procedant A une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces 
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lymphocytes sent ajustds A 2.10* cellules / ml dans du milieu de cailture (milieu AIM 
V + streptomycine + penldlline). 

Les plaques 96 pu'rts ELISPOT (fond plat en nitroceliulose) sont pr6-incub6es la 
veille avec une solution d'anticorps de capture de cytokines (IL-10 ou IFNy sulvant le 

5 test FgalBd ), puis saturSes avec du milieu de culture. 

On distribue ensuite 100 [il de cellules dans les plaques ELISPOT, 8oit2.10' cellules 
par puits, puis on ajoute IOOmI d'une solution 4pM en ollgonudfeotldes d tester, 
produits selon I'exemple 4 (1 seul type d'ollgonucl6otide par putts) afin d'obtenir une 
concentration finale 2 pM. Le test est r^alisd avec les oHgonucltetides ayant les 

10 siquences d^crites sous Seq Id 9, Seq Id 10, Seq Id 11 et Seq Id 12. 

Les plaques sont Incubdes A 37'C, sous atmosphere d 5% de CO2. Au bout de 72 
heures d'incubation, les cellules sont 6limin6es par lavage en presence de detergent 
(T ween 1%) et les cytokines fixSes sur les anticorps de capture sont rSv6l6es par 
15 raddWon successive d'anticorps de d6teclton biotynytes (antHL-10 ou anti-IFNY 
sulvant le test rSallsd). de streptavidine-HRP, et du substrat AEC. 

Les spots (1 spot correspondant ii 1 cellule s6cr6trice de cytokine) sont compt6 d 
i'aide d'un oompteur automatique. Les r§sultats sont exprimSs en nombre de spots 
20 (nombre de cellules s^criitrices) par million de cellules. 

Les r^suRats obtenus pour chacun des oligonuci^ides testes sont repr^sent^s sur 
ies figures 10 et 1 1, qui indkiuent, pour chaque oligonudtetide test^ ie nombre de 
cellules s6crStrioes de cytokines par million de cellules totales ; on remarque que 
25 tous les oligonud§otides selon Pinvention ont un rSsultat nettement supdrieur au 
rdsultat obtenu avec le milieu seul ou le t^moin nigatif A15(S). oe qui signifie qu'Ds 
sont tous capables d'induire la s6cr§tion de cytokines, notamment d'lL 10 et 
d'Interfdron y. 



30 



wo 00/75304 



PCT/FRaO/01566 



-15- 

Revendicafons 

1. Oligonucleotide immunostiinuiant , caract6ris6 en ce quii comprend au moins 
5 une s^uence nuddotidique ayant la formuie suivante 

5' TTN1N2TT 3', dans iaquelle Tsignifle Thymine. Ni et Nz peuventchacun 
repnteenter PAddnine, la Thymine, ia Cytosine ou la Guanine, et en oe qu'il est 
ddpourvu de dinuddotide CG dans iequel la Cytosine C ne serait pas mSthyite. 

10 2. Oligonud6otide selon la levendication 1 . caractdrisd en ce qu'il comprend de 6 d 
100 nucleotides. 

3. Oligonucliotide selon ia revendi(»tion 1, carBct6ris6 en ce que Ni repr^sente 
PAdenine et en ce que NarSprSsente la Guanine. 

15 

4. Oligonucleotide selon une des revendications prScidentes, caiBct6ris6 en ce que 
le motif 5' TTN1N2TT 3* est r§p6t6 au moins Ifois. 

5. Ollgonudtotide selon la revendication pr6o6dente caract6ris6 en ceque ie motif 
20 6' TTN1N2TT 3*estr6p6t62fois. 

6. Oligonudiotide selon une des revendications 4 et 5, cared<§ris6 en ce que les 
motifB r6pdt6s 5' T T Ni N2 T T 3' sont s^parte par un nud6otide Na qui peut 
dtre d diaque fbis identique ou different et qui peut reprgsenter A, C. T ou G. 

25 

7. Oligonudeotide selon la revendication prdcedente, caracterteee en ce que ie 
nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs T T Ni N2 T T lus lorsque la 
sequence est orientee 5'-^' represents la Cytosine. 
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8. OligonudSotide selon una des revendlcations pr6c6dentes, caracteris6e en ce 
qull comprend ia s^uence 5* TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3'. dans iaqueile A 
repr6sente I'Addnine, T ia Thymine, G la Guanine, et C ia Cytoslne, et dans 
Iaqueile N3 peut signifier A. T, C ou G. 

9. Oligonudtotide selon une des revendlcations pr6c6dentes, caractSrisd en ce qu'il 
est capable d'induife la proliteratlon des lymphocytes humalns. 

10.0ligonucl6otide selon une des revendlcations pricSdentes, caract6ris6 en ce qui! 
est capable d'induire la s^tion de cytokines. 

1 1. Oligonucleotide selon la revendicatlon pr6c6dente, cara(^§ris6 en ce qu'il est 
capable d'induire la s6cr6tion d'lL 10. 

12.0llgonucI6otlde seion la revendicatlon 10, caractSrisd en ce quH est capable 
d'induire la secn§tlon d'lnterf§ron y. 

13. Oligonucleotide selon une des revendlcations pr^cedentes, caractdiise en ce qu'il 
est capable d'accroTtre I'expresslon du marqueur d'activation CD86 sur les 
lymphocytes B humains. 

14. Oligonucleotide selon une des revendlcations precSdentes, caracterisd en ce quil 
est capable d'accroTtre I'expresslon du recepteurde cytoidne C025 sur les 
lymphocytes B humains. 

15. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendlcations precedentes pour la 
fabrication d'un medicamenL 

16. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendlcations 1 e 10, pour la 
fabrication d'un immunostimulant humain. 
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17. Utitteation d'un oiigonudSoQde selon une des revendieaHons 1 d 10. poiir la 
fabrication d'un adjuvant vaccinal. 

18. Utilisation d'un oligonucleotide seion une'des revendications 1 i 10, pour la 
s fabrication d'une composition vacdnaie. 



10 



19.C(»nposrtion vacdnaie d usage hutnain, comprenant au moins un antigtoe 
yaccinat, caiactdriste en ce qu'elie comprend en outre au nioins un 
pligonudtotMe seion une des revendications 1 d 10 ■ 
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USTEDE SEQUENCES 

<1 1 0> AVENTIS PASTEUR 

5 <120> OUGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

<130>PM9908WO 

<140> 
10 <141> 

<180> 18 

<170>PatentlnVer.2.1 

IS 

<210>1 

<211>20 

<212>ADN 

<21 3> Sequence artificielle 
20 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

ofigonudeotide 
<400>1 

ttagttatta gttaltagll 20 



<210>2 
<211>20 
<212>ADN 
30 <213> Sequence artificielie 
<220> 

<223> Description de la sequence artifidelle: 

olisonudeotide 
<400>2 

3S ttagttatta gtttttagtt 20 



<210>3 
<211>20 
40 <212>ADN 

<213> Sequence artificieile 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonudeotide 
45 <400>3 

ttagttatta gttcttagtt 20 
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<210>4 

<211>20 

<212>AON 

<213> S^uence adificieUe 
5 <220> 

<223> Description de la s^uence artificielle: 

ofigonudeotide 
<400>4 

ttagttattagtigttagtt 20 



<210>5 
<211>20 
<212>ADN 
IS <21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>5 

20 ttagttttta gttattagtt 20 



<210>6 
<211>20 
25 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
30 •<400> 6 

ttagttttta gtttttagtt 20 



<210>7 
33 <211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artifideUe 
<220> 

<223> Description de la s^uence artificielle: 
40 ofigonudeotKle 
<400>7 

ttagttttta gttcttagtt 20 
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<210>8 
<211>20 
<212>ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

ollgonudeotide 
<400>8 

10 ttagttttfa gttgttagtt 20 



<210>9 
<211>20 
15 <12>ADN 

<213> S^uence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s^uence artificielle: 
ollgonudeotide 
20 <400> 9 

ttagttcfta gttattagtt 20 



<210> 10 
25 <211>20 
<212>ADN 

<213> S^uence artifidene 
<220> 

<223> Description de la s^uence artifideile: 
30 ollgonudeotide 
<400> 10 

tiagttctta gtttttagtt 20 



35 <210> 11 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artifideile 
<220> 

40 <223> Description de la sSquence artifideile: 
oligonucleotide 
<400>11 

ttagttctta gttcttagtt 20 
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<210> 12 

<211>20 
<212>ADN 
5 <21 3> Sequence artifideUe 
<220> 

<223> Description de ta 8&)uence arfifidelle: 

otigonucieoticie 
<400>12 

10 ttagttctta gttgttastt 20 



<210> 13 
<211>20 
15 <212>ADN 

<213> S^uenoe artifi^lle 
<220> 

<223> Des^ption de to s^uence artifideile: 
oligonucleotide 
20 <400> 13 

ttagttgtta gttattagtt 20 



<210>14 
25 •^11>20 
<212>ADN 

<213> Sequence aitificieile 
<220> 

<223> Description de la sequence artifideile: 
30 oligonucleotide 
<400>14 

ttagttgtta gtttttagtt 20 



35 <210> 16 
<211>20 
'«12>ADN 

<213> Sequence artifideile 
^0> 

40 <223> Description de la sequence artifideile: 
oligonudeotide 
<400> 15 

ttagttgtta gttcttagtt 20 
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<210> 16 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artfficlelte: 

oltgonudeotlde 
<400> 16 

ttagttgttagttgttagtt 
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